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論文内容の要旨
現在，石油資源枯渇が危惧される中，産油国ではない
我が国はその持続的かつ安定的な供給が可能であるとは
言い難い。このようなエネルギー供給事情を背景に，持
続的かつ安定的な原料供給が可能な植物バイオマスを原
料としたエネルギー生産方式の構築が求められてきた。
特に植物バイオマスに含まれる炭化水素を発酵により燃
料に変換するバイオ燃料生産が注目されている。中でも
バイオエタノールにおいては大規模プラントでの生産が
行われ燃料としての商業的な利用も普及しつつある。し
かし現状では，バイオエタノール生産に利用されている
原料はトウモロコシ，サトウキビなどの可食原料であ
る。これら可食原料の燃料生産への利用によって食料と
の競合が生じ，燃料生産への利用の開始と同時にそれら
食料の市場価格は上昇した。このため，食料ではなく現
在廃棄物として処理されている未利用資源の有効活用が
求められる。米食を主とする我が国において稲わらはバ
イオ燃料生産に最適なバイオマスである。稲わらは米作
の副産物として生じ，その多くは農業廃棄物として処理
されている。稲わらはその乾燥重量の 70%程度が炭化
水素であり，特にグルコースが b1-4結合したポリマー
であるセルロースを主要構成成分とする。本研究ではセ
ルロースを主成分とする未利用資源の中でも特に稲わら
を基質として利用することで，カーボンニュートラルな
エネルギー生産を目指した。一方，生産するエネルギー
としてブタノールに着目した。ブタノールは C4のアル
コールであり，その熱量は 34MJ/kgでエタノールの熱
量 27MJ/kgに比べ高い。更に親水性が低いことから金
属腐食性も低いため，燃料として優れた性質を有してい
る。また，ブタノールは工業的にも利用価値が高く，塗
料，ゴム，吸水ポリマーなど化成品原料としての用途も
多岐に渡る。しかし，そのブタノールも原油からの化学
合成により製造されることから，化学工業においてもブ
タノールの安定的かつ恒久的な提供が可能なバイオマス
からの生産系の構築が期待されている。ブタノールは一
部の Clostridium 属細菌により発酵生産が可能である
が，高ブタノール生産性 Clostridium 属細菌において
はセルロース分解能を有する株は報告がない。また，セ
ルロースを高効率に分解する細菌にも高ブタノール生産
性を示す株も報告がない。そこで本研究では，高セル
ロース分解性 Clostridium 属細菌と高ブタノール生産
性 Clostridium 属細菌の混合培養によってセルロース
系の未利用資源を基質としてブタノールを高効率に生産
する並行複発酵系の構築を目指した。更に本混合培養系
においてセルロース分解性を向上させることでブタノー
ル生産性も向上させることが可能であることを見出した
ことから，ブタノール生産性 Clostridium 属細菌にお
ける異種セルラーゼ高分泌によるセルロース分解性向上
を目的として稲わらを基質とした際に利用されるシグナ
ルペプチドの同定を行った。また，培養温度を上昇させ
ることはセルラーゼ活性向上のもう一つの因子であるた
め，至適発酵温度が 30℃であるブタノール生産菌のよ
り高温域への培養温度の向上を試みた。
1． セルロース基質を用いた混合培養系の条件検討
Clostridium属細菌の中でも高いセルロース分解能が
報告されている Clostridium thermocellum NBRC103400
（以下 NBRC103400）を用い，純粋なセルロースである
結晶性セルロースを用いた混合培養系の条件検討を行っ
た。その結果，最適な条件は「基質濃度 4% で NBRC
103400を初発菌体濃度 OD600nm＝1.0で植菌し，60℃で
24時間培養後，ブタノール生産菌 Clostridium saccha-
roperbutylacetonicum N1-4（以下 N1-4）を初発菌体量
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OD600nm＝1.0で植菌し 30℃で培養」することであると
明らかにした。本混合培養系により 40g/Lの結晶性セ
ルロースを基質として 7.9g/Lのブタノールを生産可能
であり，グルコースを基質とした場合と同等程度の収量
を実現した。このことから本混合培養系によってセル
ロースから高ブタノール生産が可能であることを明らか
にした。
2． 混合培養による稲わらからのブタノール生産系の構
築
NBRC103400と N1-4の混合培養によりセルロースか
らの高ブタノール生産が可能であることが明らかになっ
たため，実用基質である稲わらを用いた時の混合培養系
での高ブタノール生産条件の探索を行った。稲わらのよ
うなバイオマスは結晶性セルロースのような純粋なセル
ロースとは異なり，複合多糖のヘミセルロース，フェ
ノール系ポリマーであるリグニン，灰分なども含んだ複
合基質である。特にリグニンはセルラーゼの阻害作用が
強いことが知られており，本混合培養系においても熱水
による蒸煮処理をおこなった稲わら 40g/L からは 2.4
g/Lのブタノールしか生産できなかった。そこで，アル
カリ処理による脱リグニン処理を施した結果，リグニン
含量は対乾燥重量で 24.7%から 5.5%に低下し，その脱
リグニン稲わら 40g/L を基質とした混合培養では 5.5
g/Lまでにブタノール生産量は向上した。しかしなが
ら，そのブタノール生産量は未だに結晶性セルロースの
7.9g/Lより比べて低かった。そこで，当培養系におい
てセルラーゼ活性が不足しているのではないかと考え，
Aspergillus niger由来の商用セルラーゼを培養系に添
加したところブタノール生産量は 1.3倍の 6.9g/Lに向
上した。一方，NBRC103400，N1-4 および商用セル
ラーゼのエンドグルカナーゼ，エキソグルカナーゼおよ
び b-グルコシダーゼの 3種類のセルラーゼの酵素活性
を測定し比較したところ，NBRC10400と N1-4に比べ
添加した商用セルラーゼはエキソグルカナーゼ活性と
b-グルコシダーゼ活性が高いことが明らかになった。
商用 b-グルコシダーゼのみを添加して混合培養を行っ
たが，ブタノール生産量の向上は確認できなかったこと
から，ブタノール生産量向上に重要な因子はエキソグル
カナーゼ活性の向上であることが明らかとなった。
3． エキソグルカナーゼ発現に向けた分泌シグナルの探
索
第 3章では N1-4におけるエキソグルカナーゼ高発現
のため，細胞内で生産された酵素を細胞外へと分泌する
ための分泌シグナルの同定を行った。N1-4をグルコー
ス，セロビオース，キシランおよび脱リグニン稲わらで
培養し，培養上清のタンパクを SDS-PAGEに供した。
その結果，いずれの炭素源を用いた場合も異なるバンド
パターンを示したことから，基質により分泌されるタン
パク質が変化することが明らかとなった。キシランおよ
び脱リグニン稲わら培養において高発現していたタンパ
ク質をアミノ酸シーケンス解析に供することで，N末
端のアミノ酸配列を解析した。その結果，特に稲わらを
基質にした際に誘導される Xylanaseのシグナルペプチ
ドを同定した。このシグナルペプチドはゲノム解析から
推定されている特徴的な 3つのドメイン（正に帯電する
アミノ酸から構成される n-domain，疏水性アミノ酸か
らなる h-domain，シグナルペプチド SPaseIが共通で
認識する c-domain）と高い相同性を示した。以上の様
に，稲わらを基質とした際に高分泌されるシグナルペプ
チドの同定に成功し，今後は本シグナルペプチドを用い
たエキソグルカナーゼの高分泌が期待される。
4． メタボローム解析を用いた N1-4における高温での
増殖，ブタノール生産低下原因の探索
一般的に，セルラーゼ活性は 50℃∼70℃のような高
温が至適温度であるものが多く，N1-4植菌後 30℃で 14
日間の培養期間に徐々にブタノール生産を行う本混合培
養系ではセルラーゼ活性は低い状態で並行複発酵をして
いることを示す。そのため，培養温度を向上させること
ができれば，培養系のセルラーゼ活性を向上させブタ
ノール生産量向上が可能と考えられる。しかしながら，
N1-4は温度感受性が高く，グルコース 40g/Lで単独培
養を行った場合においても，30℃から 37℃へ培養温度
を上げると菌体量（OD600nm）は 7.1から 3.6へ 50%低
下し，ブタノール生産量は 10.3g/Lから 2.1g/Lへ 80%
も低下する。これは混合培養においても同様であり，結
晶性セルロースでは 30℃から 34℃で 30%，37℃で 60%
低下した。このため，混合培養系の温度上昇には N1-4
の熱耐性の獲得が必要とされるが，その熱感受性機構は
不明であった。37℃では生育能が低下することから，
N1-4の 37℃培養では代謝経路の一部が停滞することに
よって代謝の流れが滞り増殖，ブタノール生産量の低下
を引き起こしていると仮定し，30℃または 37℃で培養
した N1-4のブタノール発酵初期，中期，後期で細胞内
代謝物量を測定後比較し，律速となる代謝経路を推定し
た。その結果，37℃培養においては解糖系をはじめとし
てアミノ酸や核酸などの生育に必須となる一次代謝の代
謝物量がブタノール発酵初期から総じて低下しているこ
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とが明らかになった。さらに，37℃培養時に不足してい
るこれら一次代謝物であるアミノ酸，核酸塩基，ピリジ
ンヌクレオチドなどを培養液中へ添加し N1-4を 37℃で
培養したところ，核酸 5種類（アデニン，グアニン，チ
ミン，シトシンおよびウラシルそれぞれ 100mg/L）を
添加したものにおいてのみ菌体数とブタノール生産量が
共に向上することが明らかになった。そこで添加した核
酸塩基 5種類の培養上清における残存量を測定したとこ
ろ，アデニンのみが培養初期から急激に低下し，培養後
9時間で完全に消費した。そこで，添加した核酸塩基 5
種類から 1種類ずつ除いた 4種の核酸塩基を添加し
37℃で培養をしたところ，アデニンを添加しなかったサ
ンプルのみが無添加のサンプルと同等の低い生育量とブ
タノール生産量を示す一方，他の 4種類を除いたサンプ
ルは 5種類を添加したサンプルと同様に高いブタノール
生産量を示した。このことから，N1-4はアデニンの添
加によって 37℃における熱耐性を獲得することが明ら
かになった。また，その熱耐性の付与は最大 39℃まで
であり，40℃以上ではアデニン添加による増殖とブタ
ノール生産量の向上は確認できなかった。また，アデニ
ンはプリン代謝経路で合成される核酸塩基であるが，ア
デニンのみが特異的に作用するのか，あるいはプリン代
謝経路の他の代謝物でも可能であるかを検討した。そこ
で，プリン系の核酸塩基，ヌクレオシドおよびヌクレオ
チドを培地へ添加したところアデノシンにおいても同様
の効果が得られた。一方で，IMPやヒポキサンチンで
は効果はなく，特にアデニンを分子構造に有するものの
みが有効であることが明らかになった。以上のことか
ら，N1-4の熱感受性機構はアデニンを分子構造に有す
る化合物が低下することで引き起こされる可能性が示唆
された。
5． アデニン添加による N1-4の熱耐性獲得メカニズム
第 5章ではアデニン添加による熱耐性獲得のメカニズ
ムについて検討した。N1-4の耐熱性獲得にはアデニン
の増強が必要であることが明らかになったが，そのメカ
ニズムは不明である。多くの生物で細胞外のアデニンは
細胞内に取り込まれると AMPとして利用されるため，
アデニン添加によって N1-4の細胞内アデニンヌクレオ
チド量が増加している推察しアデニン添加時の ATP量
を測定した。30℃では ATP 量は 36時間まで培養時間
が進むにつれて増加したが，37℃ではアデニン非添加で
は 12 時間から ATP 量は減少した。しかしながら，
37℃培養時でもアデニン添加により 16時間までは 30℃
と ATP量は同等と ATPの減少は抑制されていたこと
からアデニン添加により ATP量が維持されることが明
らかとなった。次に ATP量の向上が細胞の恒常性を維
持していると推察し，生菌数の経時変化を CFU（Colony
forming Unit）測定にて評価した。その結果，アデニン
非添加の 37℃培養では 8時間から CFU が急激に低下
し，20時間でコロニーは形成されなくなった。一方，
アデニン添加では CFU低下の開始は 24時間まで抑え
られ，培養 48時間までコロニーの形成がみられた。
ATPは GTPの合成に関与し，GTPの減少は Bacillus
subtilisにおいて芽胞形成との関係が報告されている。
このため，37℃培養の N1-4においても ATPの減少に
よって芽胞を形成することにより CFU低下が生じてい
る可能性が考えられた。そこで，細胞内のゲノム DNA
を蛍光染色することにより芽胞形成の経時変化を観察し
た結果，アデニン非添加の 37℃培養では培養 12時間で
は芽胞形成率は 90%であり，アデニン添加時には芽胞
形成は 20%でありアデニン添加によって芽胞形成が抑
制されていた。以上の様に，アデニン添加によって
ATP 量と CFU の向上，芽胞形成率が低下することが
明らかとなった。
6． 総 括
本研究は以上の様にセルロース分解菌とブタノール生
産菌の混合培養による未利用資源である稲わらからのブ
タノール生産系を構築し，その生産性の向上を試みた。
C. thermocellum NBRC103400によるセルロースの糖
化，C. saccharoperbutylacetonicum N1-4 によるブタ
ノール発酵を組み合わせることにより，40g/Lの結晶性
セルロースから 7.9g/Lの高ブタノール生産に成功した。
また，未利用資源である稲わらにおいてもリグニン除
去，セルラーゼ増強を加えることで最大 6.9g/Lのブタ
ノール生産を実現した。また，その培養系におけるセル
ラーゼ活性増強の第一段階として，シグナルペプチドを
同定した。更に培養系の温度向上のため，熱ストレス下
における N1-4の代謝物解析を用いて，アデニンの増強
が熱耐性獲得に重要であり，アデニンの添加によって熱
ストレス下においても至適温度の 30℃と同等のブタ
ノール生産が可能であることを明らかにした。以上のよ
うに，未利用資源である稲わらからの簡便且つ低コスト
なブタノール生産系を構築し，また熱ストレスによる核
酸合成系の重要性を提唱した。
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審査報告概要
本研究は，Clostridium属細菌を用い高温性セルロー
ス分解菌と中温性ブタノール生産菌の混合培養による植
物バイオマスからの高効率ブタノール生産系の開発を目
的とした。混合培養の条件を最適化後，植物バイオマス
である稲わらからも脱リグニン処理を施すことで効率的
にブタノール生産が可能であること，エキソグルカナー
ゼ活性を向上させることでさらなる高生産が可能である
ことを見出した。また，エキソグルカナーゼ活性向上を
目指して，その発現に必要とするシグナルペプチドの同
定，培養温度の向上についても検討した。メタボローム
解析と生理学的解析からブタノール生産菌は 37℃では
生育と発酵能が著しく低下するものの，不足代謝物であ
るアデニンを添加することで生育と発酵能を回復させる
ことが可能であり，アデニン添加は細胞内 ATP量の向
上と胞子形成の抑制に寄与することを明らかにした。こ
れらの知見は，植物バイオマスを原料とした安価なバイ
オブタノール製造技術に寄与するものである。
よって，審査員一同は博士（醸造学）の学位を授与す
る価値があると判断した。
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